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論 文 内 容 要 旨
発癌性物質の活性化および解毒代謝に関わるチ トクロームP-450(以下P-450と略す)に は,
種々のアイソザイムの存在が知 られ,種々動物あるいは臓器におけるこれ らアイソザイムの発現
パターンや誘導パターンには違いがあることが知 られている。これらの知見 は,癌原性化合物 に
対する各動物,臓器の発癌感受性を予知する上で,癌原性化合物 の代謝に関わるP-450アイソザ
イムの解析が極めて重要であることを示唆 している。これまで,このような発癌性物質の代謝研
究は,精製 したP-450アイソザイムを用いた再構成系により行われてきた。 しか しなが ら,再構
成系で得 られる各酵素活性は,その構成成分の違いにより著 しく異なることが知 られ,こ れらの
結果か ら生体における各酵素活性を把握することは難 しい。それゆえ,生体により近い実験系 の




ある事が示 された。またこれらアイソザイムのうちP4501A2は4一ア ミノアゾベンゼ ン(AAB)
誘導体を投与することにより,肝ミクロソーム中に選択的に誘導することが可能であることが報
告 されている。一方,P4501A1の選択的誘導剤 は発見されていないが,MCを 前投与 したラット
に四塩化炭素(CCI・)をさらに処理すると芳香族炭化水素の芳香環水酸化酵素(AHH)活 性の
みを選択的に有するミクロソームが得られることが報告 され,本法によ りP4501A1に富んだ ミ




を確認した。そこで次に,この様に調製 した ミクロソームを酵素源 とし,種々発癌性物質の活性
化代謝の検索を行い,再構成系における報告結果との異同にっいて考察 した。








(1)発癌性化合物 の変異原活性 化に関わ るP-450アイ ソザイムの簡易検索法
MCとCC1、を組合わせ投与 して得 られた肝 ミクロソー ム中 のP-450アイ ソザ イム.の変動 を解
析 し,次 の結果 を得 た。
①MCを 前投 与 した ラッ トにCC1、をさ らに処理す ると,肝 ミクロソーム中 のP-450含量 はMC
単独投与群 と比較 して約60%に減少 し,MCで 誘導 され るP-450アイ ソザ イ,ムが分解 され る こと
が示唆 された。
②MCで 誘 導 され るP-450アイ ソザイ ム に対 し,基 質 特性 を異 に す る こ とが知 られ て い る
TrpP-2(P4501A1,P4501A2によ り活性化 され る)お よびGluP-1(P4501A2によ り活 性化
され,P4501A1ではあま り活性化 されない)を 基質 として突然変異原性 試験を行 な った とζろ,
MC+CCI、の組合 わせ投与によ り,肝 ミクロソーム中 のGluP-1の代 謝活 性化 能(P-4与0単位 当
た りの活性)は 顕著に低下 したが(MC単 独投与群 の約10%),TrpP-2対す る代謝活性 化能 はほ
とん ど変動 しなか った。'
③ 抗 ラッ トP-450モノ クローナル抗体 を用 いたPr。teinA-ELISAおよびWesternblottingに
よる免疫化 学的な解析 によ り,MC投 与 によ り誘導 され るP-450アイ ソザイ ムの うち,P4501A2
対 応成分 はCCI、投与 によ り,急速 に分解 され るこ と,ま たP4501A1は,CCI、投与 後 も比 較 的
安定 に残存 す ることが明か とな った。
以上 の酵素学的,免 疫化学的な解析 によ り,MCを 前投 与 した ラ ッ トに.CCI、を追 加投与 す 筍
ことによ り,MCで 誘導 され るP-450アイソザイ.ムの うち,特 にP4501A2の分解 が顕著に起 こり,
P4501A1を選択的 に保持 した ミクロソームが調製 できること・が明 かにな った。
そ こで次 に,MCとCCI・の組 み合 わせ投与(MC+CCI、)に よ り調 製 した ミク.ロソームお よ
びその他P-450アイソザイ ムを含む ミク ロソームを酵素源 と して,種 々の発癌性物 質 の活性化 代
謝 にっ いて検 索 を行 ない,以 下 の結 果 を得 た。尚,用 いた発癌性 物質 は9種 の芳香族 ア ミ ン
(TrpP-1,TrpP2,GluP-1,GluP-2,.AαC,MeAαC,IQ,MMelQおよ び3-MeO-AAB)お
よびベ ンゾ(a)ピレン(B(a)P)である。
・①検索 に用 いた9種 の芳香 族 ア ミン系 発癌 剤 の う.ち,3-MeO-AABを除 いた8種 の化 合物 は
P4501A2を含 んだ ミクロソーム(MC単 独投与群)に よ り高率に代謝 活性 化 された。
②TrpP-2,AαCおよびMeAαCはP4501A1の みを含 んだ ミク ロソー ム(MC+CCI、投 与
群)に よ って も高率 に代謝活性化 され た。
③B(a)PはP4501A1を含んだ ミクロソー ム(MC単 独 あるいはMC+CCI・投 与群)に よ り活
性化 され,3-MeO-AABはP45qIB1/HB2を含 んだ ミクロソーム(PB投 与 群)に よ り活 憐化 さ
れた。

































本研究により,P4501A1およびP4501A2が関わ る発癌剤 の代謝研究 にはMC単 独投与およ
びMC+CCI・の組合わせ投与により得 られるミクロソームが酵素源 として有用であり,これ ら
ミクロソームを用いることにより,再構成系での実験に比較 し,より簡便に,しか も生体条件に
近い状態での各酵素活性を測定することが可能 となった。またP-450アイソザイムを発現する培
養肝細胞株の樹立に成功 した。今後,本細胞株 はP4501A2やP450HB1/IB2の遺伝子 レベルに
おける発現制御機構の解析のための有用な材料になると期待される。
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審 査 結 果 の 要 旨
馳これまで
,発癌性物質の代謝 とチ トクロームP-45Qとの関係 にっいての研究 には精製 したP-
450アイソザイムを用いた再構成系が用いられた。しか しながら,再構成系で得 られ る各酵素活
















イムを発現する株化細胞の樹立を試行 した結果,初代培養肝細胞を3一メ トキ弘4一ア ミノアゾベ ン
ゼンで処理することにより継代培養可能な株化細胞を得,この株化細胞か ら8種のクロー ン細胞
を樹立することに成功 した。
最 も増殖性の高いクローン細胞について解析 したところ,P-450誘導剤 の処理,無 処理によら
ず,P-4501A2およびP450HB1/■B2の発現が細胞密度の高い部位にみられた。さらに種々のP-
450アイソザイムのcDNAをプローブとして,P-450アイソザイムのmRNAの発現にっ いて検:索
した結果,P4501A1,IA2,IIB1のmRNAの発現が確認され,また細胞をベンズアントラセ ン
で処理することにより,P4501A1とIA2のmRNAの増加が,また,フェノバルビタール処理に
よりP450HB1のmRNA発現量の増加が認められた(第5章)。
以上の研究は簡便な化学物質の癌原性検索法の開発並 びに特定のP-450アイソザイムを発現 し
ている肝臓細胞クローンの樹立など極めて有用な知見を提供するものであり,博士論文 と して評
価できる。
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